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Procede de culture mixotrophiaue dc spirulines pon r la production d'» nf . 
biomasse richc cn acides gras polyinsatures to 6 et/ou cn silliolip idgS 

L'invention conceme un procede de culture mixotrophique de spirulines pour 
la production d'une biomasse riche en composes biologiquement actifs, en particulier 
5 riche en acides gras polyinsatures co 6, en particulier en acide y-linolenique, et/ou en 
sulfolipides. 

Les spirulines ont ete decoiivertes et sorit utilisees comme complement 
alimentaire pour l ! homme depuis plusieurs siecles. Ce sont des micro-algues bleues- 
vertes precieuses et rares ayant une valeur nutritionnelle particuliere chez les enfants 
10 malnutris [1-5]. Elles se developpent principalement dans les eaux sodees d f un 
certain nombre de lacs tropicaux, en zone aride. Elles sorit riches en composes 
d'interet nutritionnel et biomedical : acides amines indispensables, vitamines (A, B12, 
E), acides gras polyinsatures essentiels (specialement l*acide y-linolenique) 
precurseurs des eicosanoldes (prostaglandines PGE1, PGE2 et thromboxanes TXB2 
15 etc.) chez les mammiferes [6]. Les eYcosanoi'des (PGE2) et leucotrienes sont 
impliques dans la reactivite immunitaire et la reaction inflammatoire. La 
prostaglandine PGE2 inhibe la proliferation des lymphocytes T4 qui interviennent 
dans la surveillance des cellules cancereuses. 

La presente invention conceme un procede de culture de spirulines pour 
20 obtenir une biomasse riche en acide y-linolenique et/ou en sulfolipide antiviral [7]. 

Les spirulines sont des algues bleu es- vertes appartenant au Phyllum 
Cyanophyta, classe : Cyanophyceae, ordre : Nostocales, famille : Oscillator iaceae, 
genre : Spirulina ou Arthrospira. 

II en existe differentes especes, notamment les especes platensis et maxima 
25 (Bourrelly P. 1970. Les algues bleues ou cyanophycees, dans « Les Algues d ! eau 
douce », Tome IE, Editions N. Boubee). 

On a maintenant trouve que des conditions de culture particulieres, utilisant 
en tant que supplement le linoleate d^mmonium dans des conditions de temperature 
et d'eclairement optimisees, permettaient d'obtenir une biomasse de spirulines 
30 particulierement riche en composes biologiquement actifs. 
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Les spinilines poussent assez bien dans les milieux de culture supplements 
en linoleate d'ammonium. Elles absorbent l'acide linoieique exogene sous foime de 
linoleate d'ammonium pour synthetiser l'acide y-linolenique dans leurs lipides 
comme les monogalactosyldiacylglycerol (MGDG), le digalactosyldiacylglycerol 
(DGDG), le sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG) et le phosphatidylglycerol (PG). 

L'invention concerne done un procede de culture mixotrophique de 
spinilines pour la production d'une biomasse riche en acides gras polyinsatures <o 6, 
en particulier en acide y-linolenique, et/ou en sulfolipides, caracterise en ce que ladite 
production comprend au moins une etape de culture des spinilines en presence de 
linoleate d'ammonium. 

La concentration de linoleate d'ammonium ajoute dans le milieu est 
comprise entre 30 et 90fiMA, de preference de 35 a 75 pMA. 

Avantageusement, l'etape de culture des spinilines en presence de linoleate 
d'ammonium est effectuee a une temperature comprise entre 20 et 35°C et sous un 
eclairement compris entre 50 et 125 //E/m 2 /s, de preference entre 75 et 100 ^E/m 2 /s, de 
preference selon un cycle d'eclairement par 24 h d'environ 8 a 12 h de lumiere blanche et 
environ 16 a 12 h dans Tobscurite. 

Dans un aspect particulierement prefere, le cycle d'eclairement est d'environ 12 h 
de lumiere blanche et environ 12 h dans 1'obscurite. 

Le lineolate d'ammonium est avantageusement ajoute au milieu de culture 
durant la phase de croissance exponentielle, de preference au milieu de cette phase, 
avantageusement lorsque la densite optique (D.O.) du milieu qui indique la 
concentration cellulaire est environ egale h 2. 

De preference, lorsqu'on effectue la production d'une biomasse de spinilines 
riche en acides gras polyinsatures co 6, en particulier en acide y-linolenique, la 
temperature est comprise entre environ 24°C et 35°C, avantageusement environ 30°C 
et reclairement est de preference compris entre 75 et 125 ^E/m 2 /s, avantageusement 
entre 75 et 100/*E/m 2 /s, de preference selon un cycle d'eclairement par 24 h d'environ 
8 a 12 h de lumiere blanche et environ 16 a 12 h dans l'obscuritg. 

Dans un aspect particulierement prefere, le cycle d'eclairement est d'environ 12 h 
de lumiere blanche et environ 12 h dans 1'obscurite. 
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Loisqu'on veut produire une biomasse dc spirulines riche en sulfolipides, la 
temperature est de preference comprise entre environ 20 et 25°C, et l'eclairement est 
de preference compris entre 100 et 125 fiEJmVs, avantageusement selon un cycle 
d'eclairement par 24 h d'environ 8 a 12 h de lumiere blanche et environ 16 a 12 h dans 
l'obscurite. 

Dans un aspect particulierement prefere, le cycle d'eclairement est d'environ 12 h 
de lumiere blanche et environ 12 h dans robscurite. 

Dans un aspect avantageux de 1'invention, on peut egalement supplementer 
le milieu en glucose, de preference pendant la phase de croissance exponentielle, a 
une concentration de I'ordre de 2 a 5 g/1, de preference 2,5 a 3 g/1. 

Cette supplementation peut avantageusement etre effectuee a une 
temperature d'environ 30°C, sous eclairement d'environ 50 a 100 fiE/m 2 /s selon un 
cycle alterne par 24 h d'environ 8-12 h de lumiere blanche et 16-12 h dans 
I'obscurite, de preference 12 h de lumiere blanche et 12 h dans robscurite. 

La biomasse de spirulines peut etre produite en bassin ou en 
photobioreacteur sterile. Les bassins et photobioreacteurs appropries pour ce type de 
culture sont bien connus de 1'homme du metier et decrits par plusieurs auteurs [12,13]. 

La production de biomasse de spirulines riche en acides gras polyinsatures 
© 6, en particulier en acide y-linolenique et/ou en sulfolipides en bassin ou en 
photobioreacteur peut etre realisee en 3 etapes, a savoir : 

1) la conservation des souches originates et la multiplication des souches 
(preparation des precultures pour l'ensemencement), 

2) la production en masse, et 

3) la recolte de la biomasse ainsi produite. 
I - Souches de snimlines utilises 

Le proc^de de culture selon 1'invention s'applique a toutes les souches de 
spirulines sauvages (c'est-a-dire non mutantes) existantes, notamment a celles 
d6crites dans les publications citees plus haut. La souche utilisee peut, par exemple, 
etre choisie parmi les souches suivantes : 

- Spirulina platensis PCC 8005 provenant de 1'Institut Pasteur, Paris ; 

- Spirulina maxima et Spirulina texcoco (Societe Texcoco, Mexique) ; 
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- Spirulina crater (Laboratoire La Roquette, France). 

La composition chimique generate de ces souches a ete determinee selon des 
methodes d'analyse bien connues [8 - 12] et est presentee dans les tableaux 1, 2 et 3 
ci-apres. 



Tableau 1 : Composition chimique generate ( % ) 





Sp. 


8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. 


crater 


Proteines 


56 


-61 


59- 


60 


60- 


-61 


58 


-60 


Carbohydrates 


16 


- 19 


18- 


19 


13- 


-14 


12 


-14 


Lipides 


6,7 


-6,9 


6,3- 


6,4 


6- 


6,3 


5 


-6 


Sels mineraux 


7- 


- 13 


7,5- 


-8 


6- 


12 


7 


-8 


Humidite 


7 


-8 


7,7- 


-8 


6,8 


-7 


7 


-8 


Carotenoides 


0,12 


-0,22 


0,25- 


0,27 


0,1- 


0,14 


0,12 


-0,15 


Chlorophylle a 


0,7 


-0,8 


0,77- 


0,80 


0,7- 


0,76 


0,7- 


-0,78 



Tableau 2 : Composition lipidique ( % ) 





Sp.8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


MGDG 


31,5 - 33 


34,0 - 38,9 


34-38 


35-39 


DGDG 


15,7 - 17,3 


15,0 - 17,8 


14,0 - 17,5 


16-18 


PG 


24,8 - 26,2 


22,0 - 23,4 


25,0 - 26,7 


22,0 - 23,6 


SQDG 


24,8 - 26,6 


22,3 - 23,7 


24-26 


22,0 - 24,5 
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Tableau 3 : Composition des acides gras totaux ( % ) 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


A. palmitique 
(C16:0) 


51,2 


51,4 


50,6 


49 2 


A. palmitoleique 
(C16:l) 


3,6 


5,0 


4,3 


2,1 


A. stearique 
(CI 8:0) .... 


0,7 


1,0 


1,5 


—j / 


A. oleique 
(C18:l) 


5,9 


7,3 


7,2 


70 


A. linoleique 
(C18:2) 


18,2 


14,6 


15,0 


18,5 


A.y-linolenique 
(y-C18:3) 


20,4 


20,7 


21,4 


20,5 


ZC16/2C18 


54,8/45,2 


56,4/43,6 


54,9/45,1 


51,3/48,7 



de la maniere suivante : 

- CI 6:0 : acide palmitique (ou acide hexadecanoique) 

- C16:l (A 9 cis C16:l) : acide palmitoleique (ou acide cis-9-hexadecenoique) 

- CI 8:0 : acide stearique (ou octadecanoi'que) 

- C18:l n-9 (A 9 cis C18:l) : acide oleique 

- C18:2 n-6 (A 912 cis,cis CI 8:2) : acide linoleique (ou acide cis,cis-9,12- 
octadecadienoi'que) 

- C18:3 n-6 (A 6 * 12 cis,cis,cis C18:3) : acide y-linolenique (ou acide 
cis,cis,cis-6,9,12-octadecatrienoique). 

II - Conservation des souches originates 

La conservation des souches originales est realisee a partir de souches dites 
« de garde », selectionnees et conservees de la maniere suivante : 

a) Milieu Zanrouk liquide de culture aseptique ayant sensiblement la 
composition chimique citee dans le tableau 4 ci-apres ; 

b) Temperature du milieu de culture d'environ 20 - 22°C ; 

c) Milieu de culture de reaction alcaline ou basique correspondant a un pH 
environ egal a 8,5 ; 
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d) Eclairement dc la culture relativement faible (de l'ordre de 50 a 
75^E/m 2 /s); 

e) Eclairement dispense pendant des plages d'environ 16 h alternant avec des 
plages d'obscurite d'environ 8 h par 24 h ; 

5 f) Bouillon de precultures preliminaires maintenu en aeration et turbulence 

generate par barbotage d'air sterile, enrichi en gaz carbonique (COJ a une teneur de 
1 % en volume envi I?n» au debit d^eny iron 20-30. litres d'air enrichLen COJ litre de 
culture / heure dans le cas de preparation d'inoculum pour la production en masse. 
Grace a la lente croissance de la souche de garde dans le milieu Zarrouck liquide a 
10 22°C, sous eclairement de 50 a 75 ^E/m 2 /s, on peut repiquer regulierement tous les 
15-20 jours afin de toujours reserver une quantite suffisante de l'inoculum ; 

g) Dans le cas de conservation des souches originales, on n'a pas besoin 
d'aeration pendant 2-3 mois, a environ 22°C, sous 1'eclairement de 50 a 75/ME/m 2 /s; 

h) Le pH du milieu Zarrouk est ajuste a 8,5 avant la sterilisation a 120°C 
1 5 pendant 20 min. 

Tableau 4 : Composition chimique du milieu de Zarrouk (1966) 



NaHC0 3 


16,8 g 


K 2 HP0 4 


0,5 g 


NaN0 3 


2,5 g 


MgS0 4 , 7H 2 0 


0,2 g 


K 2 S0 4 


1,0 g 


NaCl 


1,0 g 


CaCb 


40 mg 


FeS04 


10 mg 


EDTA 


80 mg 


Solution A5* 


1 ml 


Solution B6** 


1 ml 


H 2 Q 


1 litre 
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» 1 litre de solution AS rontie.nt • 

H3BO3 2,86 g 

MnClo, 4H 2 0 1,81 g 

ZnS0 4 ,7H 2 0 0,2 g 

CuS0 4 , 5H 2 0 79 mg 

M0O3 15 mg 

(ou NaMo0 4 ) 21 mg 



** 1 litre de solution R6 cnntient - 



NH4VO3 23 mg 

K 2 Cr2(S0 4 )4, 24H 2 0 96 mg 

NiS0 4 , 7H 2 0 48 mg 

Na 2 W0 4 , 2H 2 0 18 mg 

Ti 2 (S0 4 )3 40 mg 

Co(N0 3 ) 2 , 6H0O 44 mg 



5 III - Production en mayy. 

Dans la suite de la description, le nombre d'etapes ou de phases de preculture 
ou de culture, ainsi que leur duree, est indiquc a titre purement indicatif, etant donne 
qu'il peut bien sur varier selon les conditions utilisees, notamment selon la 
concentration cellulaire initiale. 

0 Pour la production mixotrophique de biomasse de spirulines riche en acides 

gras polyinsatures co 6, en particulier en acide y-linolenique, et/ou en sulfolipides en 
bassin, la phase de preparation des precultures pour 1'ensemencement, egalement 
appelee preparation de Tinoculum (multiplication des souches) peut par exemple etre 
realisee en 7 etapes successives qui sont detaillees dans la figure 1. 

5 On notera que cette phase de preparation de Tinoculum n'est effectuee dans 

sa totalite qu'une seule fois au debut du procede de production. Pour preparer 
Pinoculum final, on peut ensuite reensemencer le milieu a un stade anterieur soit avec 
l'inoculum obtenu aux dernieres etapes de preculture (6eme ou 7*"* etape), soit avec 
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une partie dcs souches de spirulines obtenues en fin de production, ce qui represente 
un gain de temps et de faisabilite important a l'echelle industrielle. 

Un parametre important, independamment du nombre de phases, est la 
mesure de la concentration cellulaire, mesuree par la densite optique (D.O.) a 560 nm, 
5 qui permet une estimation du poids sec cellulaire. 

La mesure de la D.O. permet de mesurer la concentration cellulaire initiale et 
_ d|optimiser les conditions de culture : en utilisant une concentration cellulaire initiale 
elevee, on peut diminuer la duree de culture tout en augmentant le rendement de 
production, ce qui est particulierement avantageux pour une production a Techelle 
10 industrielle. 

Cette mesure permet egalement de definir le stade de croissance de la 
souche, et done de determiner le moment ou le linoleate d'ammonium est ajoute dans 
le milieu de culture (la D.O. a ce moment est de 1'ordre de 2). 

La biomasse s'evalue a cette longueur d'onde situee dans un creux du spectre 

15 d'absorption et qui ne correspond done a aucun pigment particulier. L'absorbance a 
cette longueur d'onde, pour autant qu f elle ne depasse pas une valeur de 2, varie de 
maniere lineaire avec la concentration de culture. La courbe d'etalonnage montre que 
la D.O. a 560 nm, qui varie avec la concentration et les volumes cellulaires, est 
lineairement proportionnelle au poids sec cellulaire : D.O. = 1 « 0,7 g sec / 1. 

20 Lorsque la multiplication initiale des souches (preparation des precultures) 

est realisee en 7 etapes, il est possible, a partir de la 5*"* etape, d'utiliser les milieux 
neufs steriles ZK dont les compositions sont donnees ci-apres dans le tableau 5, a la 
place du milieu Zarrouk. 

Les milieux ZK (1) a (4) sont des milieux de culture nouveaux 

25 particulierement adaptes a la mise en oeuvre du precede de culture des spirulines 
decrit ci-dessus, notamment a Techelle industrielle, et representent un objet ulterieur 
de 1'invention. Le milieu ZK (1) est particulierement prefere. 
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Tableau 5 : Composition chimique des milieux ZK (1) a (4) 



ZK (1) 

NaHC0 3 

NaCl 

K 2 HP0 4 

MgS0 4 , 7H,0 

KN0 3 

FeS0 4 

ou FeSO d , 7H 2 0 
H,0 



8.4 g 
5,0 g 
0,2 g 
0,2 g 

2.5 g 
0,01 g 
0,018 g 
1 litre 



ZK (2) 
NaHC0 3 
NaCl 
K 2 HP0 4 

NaN0 3 

MgS0 4 , 7H 2 0 

FeS0 4 

H,0 



8.4 g 

4.5 g 
0,2 g 
3,0 g 
0,2 g 
0,01 g 
1 litre 
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ZK(3) 




ZK(4) 




NaHC0 3 


8,4 g 


NaHC0 3 


8,4 g 


NaCl 


5,5 g 


NaCl 


5,5 g 


K 2 HP0 4 


0,3 g 


(NH^COouO^H^O, 


0,1 g 


MgS0 4 , 7H 2 0 


0,2 g 


NH 4 H 2 P0 4 


0,1 g 


(NH^CO ou (NH 4 ) 2 S0 4 


0,2 g 


K,S0 4 


0,2 g 


FeS0 4 


0,01 g 


MgS0 4 , 7H 2 0 


0,2 g 


H,0 


1 litre 


FeS0 4 


0,01 g 






H 2 Q 


1 litre 



Des conditions de culture particulierement avantageuses pour la production 
d'une biomasse de spirulines riche en acides gras polyinsatures co 6, en particulier en 
acide y-linolenique et/ou en sulfolipides consistent a : 

- faire barboter 60 a 80 1 d'air enrichi a 1 % (en volume) CO3/I de milieu/h 
dans les precultures ; 

- maintenir le pH du milieu de culture pendant la croissance entre 8,5 et 
10,5, de preference de 9 a 10, pour eviter les contaminations par d f autres 
microorganismes qui ne peuvent pas se developper dans un milieu tres basique ; 

- maintenir les concentrations minimales en ions bicarbonate, phosphate et 
nitrate, adaptees aux besoins de la souche de spiruline au cours de la croissance ; 
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- maintenir la temperature de culture a 30°C en assurant un eclairement de 
100 a 125/zE/m 2 /s a raison d'environ 8 a 12 h de lumiere et environ 12 a 16 h dans 
Tobscurite par 24 h pendant la croissance, puis abaisser l f eclairement a 75- 
100 //E/mVs pendant la demiere phase de la production. 

Dans un aspect avantageux, les concentrations en ions bicarbonate, 
phosphate et nitrate couvrant les besoins des souches de spirulines au cours de la 
croissance sont les suivantes : 

* concentration de bicarbonate de sodium d'environ 8 a 10 g/l au debut de la 
phase exponentielle de croissance et environ 0,8 a 0,9 g/l en phase stationnaire ; 

* concentration en hydrogenophosphate d f environ 0,2 g/l au debut de la 
phase exponentielle et d'environ 0,02 g/l en phase stationnaire ; 

* concentration en nitrate de sodium ou nitrate de potassium d'environ 2,5 g/l 
et celle de nitrate N0 3 " est d'environ 0,45 a 1 g/l ; 

ni.l - Production de biomasse en tossin 

a) Production de biomasse riche en acide y-linolenique 

La production de biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique en 
bassin peut par exemple etre realisee en 5 phases successives dans chacune desquelles 
on effectue un repiquage d ! une quantite donnee de culture de la phase precedente dans 
une quantite donnee de milieu neuf (milieu Zarrouk ou milieu ZK), a partir d'un 
inoculum prepare lors d ! une phase prealable (phase 0). 

La croissance est mesuree par la densite optique (D.O.) a 560 nm. 

De maniere avantageuse, on effectue une supplementation de linoleate 
d'ammonium durant la phase de croissance exponentielle, par exemple au milieu de cette 
phase de croissance, sous eclairement de 75 a lOO^uE/mVs. Cette phase est de preference 
realisee dans un nouveau bassin de 10 m 3 alois que les 4 premieres ont eu lieu dans un 
premier bassin de 45 m 3 . Le bassin est de preference equipe d ! un systeme de circulation, 
par exemple une roue a aubes, pour assurer la circulation du milieu de culture. On utilise 
reclairement alterne rfenviron 8-12 h de lumiere blanche et environ 16-12 h dans 
Tobscurite par 24 h pendant 72 a 96 h, de preference environ 12 h de lumiere blanche et 
environ 12 h dans Tobscurite, en maintenant la temperature a environ 30°C, pour stimuler 
la synthese d'acide y-linolenique dans les cellules de spirulines. En outre, apres la 
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supplementation en linoleate, on abaisse le baibotage d'air enrichi a 1 % de COj, si 
necessairc pour le maintien du pH, et on le maintient au debit de 30-40 IA de culture/h 
pendant 24 h pour eviter la formation de mousses, puis au debit plus fort de 50 a 70 1 / 1 de 
culture/h. 

b) Production de biomasse riche en sulfolipides 

La production de biomasse de spirulines riche en sulfolipides en bassin peut, 
par exemple, etre realisee dans un bassin de 45 m 3 en 6 phases successives dont les 4 
premieres sont effectuees de la racme maniere que pour l'obtention de biomasse de 
spirulines riche en acide y-linolenique. Lore de la phase de croissance exponentielle, 
realisee de preference dans un second bassin de 12 m 3 , la culture est de preference 
maintenue a environ 30°C sous eclairement de 75 a 100,uE/m 2 /s pendant 48 h, puis a 
environ 24°C sous eclairement plus eleve de 100 a 125 i uE/m 2 /s pendant 48 a 72 
hemes. Simultanement, le cycle d'eclairement par 24 h doit etre de preference regie a 
environ 8-12 h de lumiere blanche / 16-12 h dans Tobscurite, de preference 12 h de 
lumiere blanche et 12 h dans l'obscurite, afin de stimuler la synthese de sulfolipides 
dans les cellules de spirulines. 

On maintient ensuite de preference la culture a une temperature de 20 a 22°C, 
sous un eclairement de 100 a 125 / uEAn 2 /s, avec un cycle d'eclairement alterne d'environ 
8-12 h de lumiere blanche / environ 16-12 h dans robscurite pendant 72 a 96 h avant de 
recolter la biomasse. 

En outre, le baibotage d'air enrichi en 1 % de CO z est avantageusement abaisse et 
maintenu au debit de 25 1 / 1 de culture / heure pendant 24-48 h, puis au debit plus fort de 
40-60 1 / 1 de culture / h pendant 48-96 h apres la supplementation en linoleate 
d'ammonium, si necessaire pour le maintien du pH. 

La supplementation en linoleate d'ammonium est effectuee durant cette phase de 
croissance exponentielle, qui peut etre par exemple la 5*°* etape de la production. 

La recolte de la biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique est 
effectuee a la fin de la phase de croissance exponentielle tandis que la recolte de la 
biomasse riche en sulfolipides est effectuee pendant la phase stationnaire. La D.O a ce 
moment est de 1'ordre de 3 a 4. On maintient de la biomasse dans les decanteurs a 
24°C pendant 24 h pour eiiminer le sumageant. 
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La recolte peut par cxcmple etre effectuee de la maniere suivante : 
La biomasse precipitee au fond des decanteurs est filtree ou soumise a une 
centrifugation a 5 000 tours / min pendant 15 min puis rincee avec une solution de 
NaCl a la concentration de 10 g/ litre a 24°C afin d'eliminer une partie importante des 
5 sels residuels et des traces de linoleate presents dans le milieu de culture. De plus, la 
teneur en sel de la solution de linkage, similaire a celle du milieu de culture, permet 
, d'eyiter une rupture des membranes , cellulaires due a la pression osmotique. Puis, on 
effectue une nouvelle centrifugation a 5 000 tours / min pendant 15 min et ensuite un 
linkage a l'eau distillee ou demineralisee (3 fois) a 20 - 24°C. La recolte de biomasse 
10 de spiruline est realisee de preference a une temperature comprise entre 20 et 24°C 
pour proteger la transformation d'acide linoleique en acide y-linolenique. Cette basse 
temperature permet egalement d'eviter la degradation cellulaire et la denaturation 
lipidique. 

La biomasse ainsi obtenue peut etre lyophilisee ou atomisee, de preference 

1 5 immediatement afin d'eviter une contamination secondaire. 

Le surnageant peut etre recycle pour une nouvelle culture (6 ttrc phase) sous 
reserve de recontroler les concentrations en bicarbonate, nitrate, phosphate, 
potassium, sodium, linoleate, etc... et de recompleter le milieu par les elements 
nutritifs necessaires a la croissance des spirulines. 

20 Ces besoins sont d'environ 470 g de carbone ; 120 g d'azote ; 13,3 g de 

potassium ; 7,6 g de phosphore ; 5,25 g de soufre ; 4 g de chlore ; 1,4 g de 
magnesium ; 1 g de calcium ; 0,47 g de fer et 0,3 g de sodium pour synthetiser 1 kg de 
biomasse. Selon ces besoins, on peut calculer les quantites des sels mineraux 
necessaires afin de recompleter apres la recolte d'une quantite connue de biomasse. 

25 IIL2 - Production de biomasse en photohiore*ct^i r 

La biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique et/ou en sulfolipides 
peut alternativement etre produite en photobioreacteur sterile. 

Ce type de culture est particulierement avantageux car il permet d ! obtenir des 
biomasses de spirulines contenant une quantite encore plus importante d'acide 
30 y-linolenique ou de sulfolipides que dans une culture en bassin. De plus, le controle 
des conditions de culture et la culture en systeme ferme permettent d'assurer une 



VJSDOCID: <WO 991 5688A1_I_> 



WO 99/15688 13 PCT/FR98/01977 



grande purete du produit fini, particulierement adapte a une utilisation 
pharmaceutique ou cosmetique. 

La preparation dc l'inoculum (multiplication des souches de spiniline) pcut 
par cxemple etre realisee cn 4 etapes successives dans chacune desquelles on cffectue 
5 un repiquage d'une quantite donncc dc la culture de 1'etape precedente dans une 
quantite donnee de milieu neuf, de preference le milieu Zarrouk. 

On peut par exemple realiser les 3 premieres precultures en erlenmeyers de 
50 ml, 250 ml et 1 1, et la 4™ preculture en photobioreacteur de 2 1. Des conditions de 
culture preferees sont detaillees ci-apres dans les exemples. 
10 a) Production de biomasse riche en acide y-linolenique 

Pour I'obtention de biomasse de spirulines riche en acide y-Iinolenique, la 
production peut etre par exempie realisee en 2 phases, en photobioreacteur, de 
preference dans 2 photobioreacteurs differents de 7 1. 

La croissance cellulaire est egalement mesuree par la D.O a 560nm. 
15 L'incorporation de linoleate d'ammonium est de preference realisee durant la 

phase de croissance exponentielle, a une concentration de 30 a 90 /iMA, notamment 
de 35 a 75^M/1, de preference pendant 4-6 jours. 

La culture est ensuite realisee preferentiellement dans les conditions 
suivantes : 

20 - temperature d'environ 28°C a 32°C, de preference 30°C ; 

-eclairement de 75 a 100//E/m 2 /s selon un cycle par 24 h de 8 a 12 h de 
lumiere blanche / 16 a 12 h dans I'obscurite apres la supplementation en linoleate 
d'ammonium ; 

- barbotage d f air enrichi a 1 % de C0 2 avec un debit de 20 a 30 1/1 de culture / h 
25 pendant 24 h apres la supplementation en linoleate d'ammonium puis avec un debit 
plus fort de 50 a 70 1 / 1 de culture / h. 

La vitesse d'agitation pendant la production est de preference de 100 a 
150 tours/min. 

La recolte est effectuee apres une duree de 4 a 6 jours de culture, dans les 
30 conditions indiquees ci-dessus pour la culture de spirulines en bassin. 
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b) Production de biomasse riche en sulfolipides 

Pour l'obtention de biomasse de spirulines riche en sulfolipides en photobio- 
reacteur, ia production peut, par exemple, etre realisee en 2 phases. 

Au corns de la seconde phase, le milieu est supplement^ en linol£ate 
d ! ammonium dans les memes conditions que pour l'obtention d ! une biomasse de 
spirulines riche en acide y-linolenique. 

Cette phase se deroule ensuitede preference pendant 5 a 8 jours en 3 sous- 
phases successives dans les conditions suivantes : 

- 1** sous-phase : 

. temperature de 28°C a 32°C, de preference 30°C ; 

. eclairement de 75 a 100^uE/m 2 /s selon un cycle de 8 a 12 h de lumiere 
blanche / 16 a 12 h dans l'obscurite par 24 h pendant 48 h ; 

. barbotage d'air enrichi a 1 % de C0 2 avec un debit de 25 l/l de culture/h 
pendant 24 h 48 h ; 

- 2*** sous-phase : 

. temperature de 20 a 25°C, de preference 24°C ; 

. eclairement de 100 a 125//E/m 2 /s selon le meme cycle que dans ia l te 
sous-phase ; 

. barbotage d r air enrichi a 1 % de C0 2 avec un debit de 40 a 50 1/1 de 
culture/h pendant 48 a 72 h ; 

- 3*°* sous-phase : 

. temperature de 20 a 22°C ; 

• eclairement de 100 a 125 / wE/m 2 /s, selon le meme cycle que dans la 1** 
sous-phase pendant 72 - 96 h ; 

. barbotage d ! air enrichi a 1 % de C0 2 avec un debit de 40 a 60 1/1 de 
culture/h pendant 72-96 h ; 

La recolte de la biomasse de spirulines riche en sulfolipides est effectu6e 
dans les conditions decrites plus haut. 

Les precedes de culture decrits ci-dessus, en bassin ouvert ou en 
photobioreacteur sterile permettent d ! obtenir des biomasses de spirulines 



WO 99/15688 



15 



PCT/FR98/01977 



particulierement riches en acide y-linolenique et/ou en sulfolipides, qui constituent 
un objet ulterieur de l'invention. - 

Pour ia biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique, la proportion 
decide y-linolenique dans la biomasse par rapport aux acides gras totaux est d'au 
moins environ 25 %, notamment d'environ 29 a 35 % pour ia culture en bassin et 
d'environ 30 a 36 % pour la culture* en photobioreacteur, alors que dans un precede 
classique, cette proportion est de I'ordre de 20 k 22 %. 

Pour la biomasse de spirulines riche en sulfolipides, la proportion desdits 
sulfolipides par rapport aux lipides totaux est d'au moins environ 35 %, notamment 
d'environ 38 a 42 % pour la culture en bassin et d'environ 39 a 43 % pour la culture en 
photobioreacteur. Le pourcentage d'acide y-linolenique est egalement en legere 
augmentation . 

On observe egalement une augmentation de la teneur en lipides totaux dans 
les biomasses riches en acide y-linolenique ou riches en sulfolipides produites. 

Le precede de culture des spirulines riche en acide y-linolenique selon 
l'invention peut avantageusement etre utilise pour produire une biomasse riche en cet 
acide gras sous forme d'un supplement alimentaire a haute valeur nutritive pour l'homme 
ou les animaux (par exemple poule pondeuse, crevettes, cerfs, chevres). En outre, 
1'extraction de l'huile riche en acide y-linolenique a partir de biomasse de spiruline peut 
etre realisee par des methodes connues [14] pour foumir une categorie d'huile alimentaire 
contenant de 75 a 85 % d'acide y-linolenique. La purification d'acide y-linolenique isole a 
partir de cette huile peut efficacement etre realisee car elle ne contient que des teneuis 
faibles decides gras satures et monoinsatures. Le produit fini sous forme d'acide y- 
linolenique naturel peut etre utilise dans Tindustrie pharmaceutique et cosmetique. 

Uinvention est illustree par les exemples ci-apres qui ne presentent aucun 
caractere limitatif. Les figures auxquelles il est fait reference dans les exemples sont 
les suivantes : 

- figure 1 : schema de la preparation des precultures (preparation de 
Tinoculum) de spirulines pour la production en masse ; 

- figure 2 : schema du precede de production de biomasse de spirulines 
riches en acide y-linolenique en bassin ; 



WO 99/15688 



16 



PCT/FR98/01977 



- figure 3 : schema du procede de production de biomasse de spirulines 
riches en sulfolipides en bassin ; 

- figure 4 : schema de la production de biomasse de spirulines riches en 
acide y-linolenique en photobioreacteur ; 

- figure 5 : schema de la production de biomasse de spirulines riches en 
sulfolipides en photobioreacteur. 

EXEMPLE 1 - Production d'une biomasse de spirulines riches en acide 

LINOLENIQUE EN BASSIN 
1. Preparation des souches originates et precultures pour la production en masse 

1.1 Souches ori finales : 

Les 5 souches suivantes de Spirulina ont ete utilisees : 

- Spirulina platensis PCC 8005 provenant de Tlnstitut Pasteur Paris ; 

- Spirulina maxima et Spirulina texcoco (Societe Texcoco, Mexique) ; 

- Spirulina crater (Laboratoire La Roquette, France). 

Elles ont ete purifiees et conservees dans le milieu Zarrouk soiide et liquide 
(Tableau 4), a 20-22°C et sous faible lumiere altemee (50 a 75 ^E/m 2 /s), avec 16 h de 
lumiere / 8 h dans l'obscurite. 

1.2 Precultures : 

Des precultures en erlenmeyer de 1 et 5 litres sont preparees et repiquees tous 
les quinze jours. Le pH du milieu de Zarrouk est ajuste a 8,5 avant la sterilisation a 
120°C pendant 20 min. Les precultures peuvent etre commencees par la concentration 
cellulaire initiale mesuree par la densite optique de 0,3 a 0,5, mesurees a 560 nm sur 
un spectrophotometre Varian DMS-90. 

Ces precultures sont aerees grace a un barbotage d ! air qui permet egalement 
Talimentation en C0 2 avec un debit de melange gazeux a 1 % de C0 2 de 60-80 1/1 de 
culture/h. En outre, les precultures en petit erlenmeyer (500 ml, 1 1, 2 1) peuvent aussi 
etre realisees dans un incubateur a C0 2 Gallemkamp, avec une agitation orbitale 100 
rotations par minute dans lequel est maintenue une atmosphere a 1 % de C0 2 . Pour 
toutes les precultures, Teclairage est de 100 fxEJm 2 /s. 

Uinoculum prepare en erlenmeyer de 5 1 sera utilise pour la multiplication 
des souches avec des gaines plastiques de 150 1 ou des bassins de 100 et 500 1 pour 
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obtenir 1000 1 de prcculture, qui sont transferes vers le bassin de 45 m 3 afin de 

commencer la production en masse( voir figure 1). 

2. Preparation du milieu de culture pour la production en bassin : 

Toutes les precultures pour rensemencement ont ete preparees avec le milieu 
de Zarrouk tandis que les cultures en masse a partir de 1 a 20 m 3 ont ete realisees avec 
le milieu neuf ZK (1) (Tableau 5). Le milieu Zarrouk (sterilise a 120°C, pH * 8,5 - 9 
pendant 20 minutes et refroidi a 30°Q a ete utilise afin de preparer les precultures de 
spiruline (1 OT a 4 imc prcculture). Pour les autres precultures (5 dmc et precultures) et 
la production en masse, on peut utiliser le milieu neuf ZK (1) pour remplacer le 
milieu Zarrouk. 

2.1 Sterilisation de l'eau usuelle pour l a culture en masse . 

L'eau usuelle peut etre sterilisee par la methode d'ultrafiltration avec un 
systeme de Millipore Filter ou par sterilisation avec ['hypochlorite de sodium : on 
ajoute a 140 litres d'eau usuelle 20 ml d ! hypochlorite de sodium et on maintient a 25- 
30°C pendant 12-24 h. On ajoute 15,4 ml d'une solution de thiosulfate de sodium 
(350 g/litre). On peut eliminer la quantity de chlore en exces par un barbotage d'air 
sterilise pendant 30-60 min. 

On peut egalement utiliser de l'eau de mer en ajoutant a 140 litres d'eau de 
mer 40 ml d'hypochlorite de sodium. 

2.2 Preparation de linoleate d'ammonium : 

Le linoleate d'ammonium peut etre synthetise par les 2 methodes suivantes : 
(a) methode 1 : 

On ajoute 4 ml d'ether ethylique ammoniacal, prepare par barbotage 
d'ammoniac anhydre pendant 1 min dans un tube place dans la glace contenant 10 ml 
d'cther ethylique, dans le tube contenant 0,5 g d'acide linoleique a sec. On evapore a 
sec avec de Tazote. On remet en solution dans du tampon dilue (par exemple du 
tampon tris-HCl 10 mM) ou dans de Teau tamponnee a pH 8-9 avec de 
I'ammoniaque afin d'eviter leur dissociation. Apres ringage des parois, on ajoute Teau 
tamponnee pour obtenir un volume final d'environ 50 ml. 
(b) methode 2 : 
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On ajoute a 0,5 g d'acide linoleique a sec 5,4 ml d'une solution 
d'ammoniaque 18 % et 4,6 ml d'cau bidistillee. On chauffe le melange a 50-60°C 
pendant 30-45 min. On ajuste le pH a 8-9 avec de l'eau bidistillee apres l'elimination 
de l'ammoniaque en exces avec de l'azote. Le volume final de la solution de linoleate 
5 d'ammonium est d'environ 50 ml. La concentration de cette solution de linoleate est 
d'environ 10 mg/ml. 

V 3 solution de linoleate est sterilisee par filtration sur filtre Millipore® 0,1 - 
0,2 fim dans des conditions steriles. En outre, pour eliminer les mousses a la surface 
du milieu de culture, on a utilise le silicone 426 R (a la concentration 1 mg/1, pH 6) en 
1 0 tant qu' antimousse. 

3. Production en masse de spirulines riches en acide y-linoienique en bassin 
(figure 2) 

(a) Apres la preparation de 1 m 3 d'inoculum (7*"* preculture) avec la 
concentration cellulaire initiale (D.O a 560 nm * 1-1,2), on a utilise un bassin de 

15 45 m J equipe d'une roue a aubes pour faire circuler le milieu de culture avec la vitesse 
de 10 a 20 cm/s ; d'un thermoregulateur pour maintenir la temperature a 30°C et 
regler la temperature de culture a 20-35°C selon le besoin du procede de culture ; 
d'un systeme d'eclairage pour assurer 1'illumination de la culture de 50 a 125 fiE/m 2 /s 
et d'une pompe centrifugeuse pour alimenter de l'eau et recolter la culture de spiruline. 

20 La profondeur du milieu de culture peut etre reglee a 20-40 cm. Le linoleate 
d'ammonium et le milieu neuf ZK (1) ont ete prepares separement a pH 8,5-9. Le 
bassin propre a ete installe sous serre en plastique pour eviter la contamination en 
utilisant efficacement la lumiere du soleil ; 

(b) le procede de production comprend les phases suivantes : 

■ 5 * Phase 0 : on prepare 1 m 3 d'inoculum (T m preculture) ayant une D.O. « 1- 

1,2. On lave le bassin de 45 m 3 et on en verifie la proprete avant l'ensemencement, 
puis on prepare 2 m 3 du milieu neuf ZK (1) et on ajuste le pH a 8,5-9. 

* Phase 1 : on ajoute a 2 m 3 du milieu neuf ZK (1) 1 m 3 d'inoculum ayant 
une D.O. * 0,3-0,4 . On regie et on maintient la temperature a 30°C et l'intensite 

0 lumineuse a 100 a 125 i aE/m 2 /s. La vitesse de circulation du milieu de culture (V) est 
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maintenue a 10 cm/s. Apres 72 h, on mesure la D.O. * 0,55-0,65 pour connaitre la 
vitesse de croissance de la spiruline. 

* Phase 2 : on ajoute a 3 m 3 de culture (de la phase 1) 2 rn 3 du milieu neuf 
ZK (1). On maintient la culture a 30°C, 100 a 125 j/E/nr/s, pH 9, V = 10 cm/s 
pendant 72 h. On mesure la D.O. « 0,76-0,9 pour connaitre la croissance de spiruline. 

* Phase 3 : on ajoute a 5 m- 3 de culture (de la phase 2) 5 m 3 du milieu neuf 
- ZK (1) et on maintient toutes les conditions de culture de la phase 2. Apres 72 h, la 

D.O. mesuree est ^ 1,1-1,25. 

* Phase 4: on ajoute a 10 m 3 de culture (de la phase 3) 5 nr du milieu neuf 
ZK(1) et on maintient toutes les conditions de culture de la phase 3. Apres 72-96 h, la 
D.O. mesuree est « 1,4-1,8. 

* Phase 5 : on extrait 4 m 3 de culture de la phase 4 et on transfere cette 
quantite vers de le second bassin de 12 m 3 pour continuer a cultiver en presence de 
linoleate d'ammonium (35-75 linoleate/I). La D.O. mesuree est ^ 1,9-2,1. En 
meme temps, on rajoute a 11 m 3 de culture dans le bassin principal 4 m 3 du milieu 
neuf ZK (1) pour preparer une autre culture en phase 4 en controlant simultanement le 
milieu et en le recompletant en elements nutritifs necessaires a la croissance des 
spirulines. 

On maintient la culture supplementee en linoleate a 30°C, Teclairement de 
75-100 //E/nr/s et le pH 9-10 ; apres 72-96 h, la D.O. mesuree est ^ 2,4-2,9. 

(c) Conditions de culture 

Les conditions de pH, temperature, eclairement, barbotage d'air enrichi a 1 % 
de C0 2 mentionnees plus haut dans la description doivent etre maintenues. 

II y a egalement lieu de veiller a maintenir des concentrations en ions 
adaptees aux besoins de la spiruline au cours de la croissance, comme indique 
egalement plus haut. 

(d) Recolte de la biomasse de spirulines 

La culture de spirulines est maintenue dans les decanteurs a 24°C pendant 
24 h pour eliminer le surnageant. La biomasse precipite au fond de decanteurs et est 
recoltee par la filtration ou la centrifugation a 5000 tours / min pendant 15 min et 
ensuite rincee avec une solution de NaCl a la concentration de 10 g / litre a 24°C. Puis 
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la biomasse est recoltee par une nouvellc centrifugation a 5000 tours / min pendant 
15 min et ensuite rincee 3 fois avec de I'eau distillee ou demineralisee a 20-24°C 
avant lyophilisation ou atomisation. 
4. Resultats 

5 La composition chimique generale des spirulines cuitivees selon le procede 

de Tinvention pour l'obtention de biomasses riches en acide y-linolenique, leur 
composition lipidique et leur composition en acides gras totaux sont rapportees 
respectivement dans les tableaux 6, 7 et 8 ci-apres. 

10 Tableau 6 : Composition chimique generale des spirulines ( % ) cuitivees en bassin 
pour obtenir les biomasses riches en acide y-linolenique. 





Sp. 


8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. 


crater 


Proteines 


55 


-60 


54- 


59 


53 


-58 


56 


-58 


Carbohydrates 


15 


- 18 


13,5- 


15,0 




- 12 


11 


- 13 


Lipides 


6,8 


-7,4 


6,8- 


7,5 


7,0 


-7,5 


6,7 


-7,4 


Sels mineraux 


7,0- 


- 12,0 


7,0- 


8,5 


8- 


- 11 


7,0 


-8,5 


Humidite 


7,0 


-8,0 


7,0- 


8,0 


7,0 


- 8,0 


7,0 


-8,0 


Carotenoides 


0,20 


-0,29 


0,30- 


0,35 


0,15 


-0,20 


0,15 


-0,19 


Chlorophylle a 


0,7 


-0,8 


0,67- 


0,72 


0,70 


-0,78 


0,7 


-0,8 



Tableau 7 : Composition lipidique des spirulines ( % ) cuitivees en bassin pour 
1 5 obtenir les biomasses riches en acide y-linolenique 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


MGDG 


46,1 - 47,5 


44,8 - 46,8 


45,0 - 46,3 


42,8 - 44,5 


DGDG 


10,7 - 12,3 


11,0-11,7 


10,6-11,2 


11,5-11,7 


PG 


19,0 - 20,4 


18,9 - 19,5 


18,8 - 19,6 


19,5 - 20,1 


SQDG 


21,5-22,5 


21,7 - 22,4 


22,5 - 22,8 


21,2 - 23,7 
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Tableau 8 : Composition des acides gras totaux ( % ) des spirulines cultivees en 



bassin pour obtenir les biomasses riches en acide y-linolenique 





Sd 8005 


Sd maxima 




^ »-\ r^m for 

op. wiaier 


A. palmitique 
(CI 6:0) 


30 


35 


34,5 


36,6 


A. palmitoleique 
(C16:l) 




1,2 


1,3 


1,2 


A. stearique 


"1,4 


1,4" 


1,4 


1,4 " 


A. oleique 
(C18:l) 


3,7 


4,8 


4,7 


4,5 


A. linoleique 
(C18:2) 


28,8 


27,9 


28,4 




A.y-linolenique 
(y-C18:3) 


34,8 


29,7 


29,7 


29,1 


XC16/EC18 


31,3 / 68,7 


36,2 / 63,8 


35,8 / 64,2 


37,8/62,2 



Les resultats montrent que : 
5 - les biomasses produites contiennent de 6,7 a 7,5 % du poids sec sous forme 

de lipides, en augmentation par rapport aux souches originales. En outre, la teneur en 
carotenoides augmente et atteint de 0,15 a 0,35 % [tableau 6]. Les biomasses obtenues 
contiennent une quantite importante de MGDG atteignant de 42,8 a 47,5 % des 
lipides totaux [tableau 7] tandis que la proportion de SQDG n'est environ que de 21,2 
10 - 23,7 % des lipides totaux. De plus, la teneur en acide y-linoleniquc dans ces 
biomasses augmente nettement et atteint de 29 a 34,8 % des acides gras totaux ; 

- Paccumulation d'acide y-linolenique est parallelement accompagnee par 
i'augmentation d'acide linoleique dans ces biomasses [tableau 8], ce qui montre que 
1'acide linoleique exogene sous forme de linoleate d'ammonium a ete absorbe et 

15 desature par la A 6 desaturase pour former 1'acide y-linolenique dans les cellules de 
spiruline ; 

- les pourcentages des acides gras totaux CI 6 dans les biomasses diminuent 
en fonction de Taugmcntation des acides gras totaux C18 (31,3 / 68,7 chez Spinilina 
8005). 
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EXEMPLE 2 - Production d'une biomasse de spirulines riches en 

SULFOUPIDES EN BASSIN 

1. La preparation des souches originates, les precultures ct la preparation du 
milieu de cultures sont telles que decrites pour rexemple 1. 

2. Le precede de production dont le schema est represents dans la figure 3, 
comprend les 6 etapes suivantes : 

* Phase 0 a phase 4 (dans le 1 CT bassin de 45 m 3 ) : les spirulines sont cultivees 
comme decrit dans I'exemple 1. A la fin de la phase 4, on prend 4 m 3 de culture que 
Ton transfere vers le 2*"* bassin et on rajoute a 11 m 3 de culture 4 m 3 du milieu neuf 
ZK (1) en controlant simultanement le milieu et en le recompletant en elements 
nutritifs necessaires a la croissance des spirulines. 

* Phase 5 (dans le 2* 1 * bassin de 12 m 3 ) : on cultive 4 m 3 de spirulines 
supplementees en linoleate d'ammonium a la concentration de linoleate de 35 - 
75 / litre a 30°C / 48 h puis a 24°C pendant 48 h, sous eclairement de rordre de 
75-125 yuE/mVs. Apres 96 h de culture, ce volume de culture est transfere vera le 3*** 
bassin pour stimuler la synthese de sulfolipides dans les cellules de spirulines. En 
meme temps, on continue a prelever un nouveau volume de culture (4 m 3 ) du l cr 
bassin afin de refaire une autre culture en presence de linoleate d'ammonium. 

La concentration cellulaire atteint une D.O. a 560 nm « 2,4 - 2,7 a la fin de 
la phase 5. 

* Phase 6 (dans le 3*"* bassin de 12 m 3 ) : on continue de cultiver les 
spirulines supplementees en linoleate a 20 - 22°C sous eclairement de 100- 
125yaE/m 2 /s pendant 72 - 96 h avant de recolter la biomasse. La concentration 
cellulaire atteint une D.O. a 560 nm « 2,5 - 2,8 a la fin de la phase 6. 

La recolte est effectuee dans les conditions decrites dans Texemple 1. 

3. Resultats 

La composition chimique generale des spirulines cultivees selon le precede 
de Tinvention pour 1'obtention de biomasses riches en sulfolipides, leur composition 
lipidique et leur composition en acides gras totaux sont rapportees respectivement 
dans les tableaux 9, 10 et 11 ci-apres. 
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Tableau 9 : Composition chimiquc generate ( % ) des spirulines cultivees en bassin 
pour obtenir les biomasses riches en sulfolipides. 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


Protemes 


54- 


-59 


53- 


-60 


53- 


-59 


56,0- 


-59,5 


Carbohydrates 


13- 


- 16 


13,0- 


- 14,8 


10,0- 


- 11,5 


12,0- 


-13,4 


Lipides 


6,7- 


- 7,2 


-6,6- 


-7,2 


6,8 - 


-7,1 - 


6,9- 


-7,0 


Sels mineraux 


7,0- 


10,8 


7,3- 


-8,2 


8,0- 


11,0 


7,4- 


-8,5 


Humidite 


7,0- 


-8,0 


7,2- 


-8,0 


7,0- 


-8,0 


7,3- 


-8,2 


Carotenoides 


0,16- 


-0,24 


0,28- 


-0,32 


0,12- 


-0,17 


0,13- 


0,18 


Chlorophylle a 


0,7- 


-0,8 


0,7- 


-0,8 


0,73- 


-0,78 


0,72- 


-0,77 



5 Tableau 10 : Composition lipidique ( % ) des spirulines cultivees en bassin pour 
obtenir les biomasses riches en sulfolipides 





Sp.8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


MGDG 


34,0 - 34,8 


34,5 - 35,6 


37,0 - 38,4 


36,9 - 38,1 


DGDG 


9,5 - 10,2 


9,0 - 9,5 


8,8 - 9,6 


8,6 - 9,2 


PG 


12,9 - 13,4 


14,0 - 14,6 


12,0 - 12,8 


13,6 - 14,0 


SQDG 


40,8 - 41,6 


39,5 - 40,3 


38,5 - 39,2 


38,0 - 38,7 
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Tableau 11 : Composition des acides gras totaux ( % ) des spirulines cultivees en 
bassin pour obtcnir les biomasses riches en sulfolipides 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


A. palmitique 
(CI 6:0) 


40,2 


41,0 


41,5 


41 1 


A. palmitoleique 
(C16:l) 


2,7 


2,8 


2,5 


3,3 


A stearioue 
(C18:0) 








3,o 


A. oleique 
(C18:l) 


3,4 


3,8 


4,9 


4,7 


A. linoleique 
(C18:2) 


24,9 


24,4 


on n 


21,4 


A.y-linolenique 
(y-C18:3) 


25,8 


25,1 


25,7 


25,7 


ZC16/ZC18 


42,9/57,1 


43,8/56,2 


44/56 


44,4 / 55,6 



5 Les resultats montrent que : 

- les spirulines contiennent environ de 6,6 a 7,2 % du poids sec sous forme 
de lipides, en augmentation par rapport aux souches originates [tableau 9] ; 

- le pourcentage de MGDG diminue en fonction de Taugmentation de 
SQDG (ou sulfolipide). La proportion de sulfolipides augmente significativement 

10 dans toutes les souches utilisees et varie entre 38 et 41,6 % des lipides totaux tandis 
que le pourcentage de MGDG chez toutes les souches utilisees diminue et varie entre 
34,0 et 38,4 % des lipides totaux [tableau 10]. Ces resultats prouvent que 
Tabaissement de la temperature (30°C -> 24°C -> 20°C) a stimule la synthese des 
sulfolipides ; 

15 - la proportion d ! acide y-linolenique augmente legerement de 20,4 a 

25,8 %chez Spirulina 8005 ; 

- le rapport des acides gras totaux CI 6 / des acides gras totaux CI 8 ne varie 
pas fortement et n'est que d'environ 42,9 / 57,1 chez Spirulina 8005 [Tableau 11]. 
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Ces resultats montrent que les conditions de culture du procede selon 
Tinvention influencent significativement la proportion de sulfolipides dans ia 
biomasse. 

EXEMPLE 3 - PROCEDE DE CULTURE DE SPIRUUNES RICHES EN ACIDE y- 
5 LINOLENIQUE EN PHOTOBIOREACTEUR STERILE (FIGURE 4). 

1. Multiplication des souches de spiruline : 

On a utilise les raemes souches que dans 1'exemple 1. - 
Toutes les precultures de spirulines ont ete preparees par les cultures en 
erlenmeyers (50 ml, 250 ml et 1 1) et en photobioreacteur de 2 1. 
10 La preparation des precultures n f est effectuee qu'une seule fois au debut de la 

production en masse. 

La multiplication des souches est realisee par les 4 etapes suivantes : 
a) la premiere preculture (10 ml) est preparee par un erlenmeyer de 50 ml 
place dans un incubateur Gallemkamp, a agitation orbitale de 100-120 rotations/min 
15 dans lequel est maintenue Tatmosphere a 1 % de C0 2 , sous l'eclairement de 
100^E/m 2 /s. Le cycle d'eclairement est d'environ 12 h de lumiere blanche/ 12 h dans 
Pobscurite pendant 5-7 jours a 30°C. La concentration cellulaire initiale est d'environ 
0,2 - 0,35 g sec par litre de milieu Zarrouk (D.O. 560 ^ 0,3 - 0,5) et la concentration 
cellulaire finale de la lere preculture atteint une D.O.^ ^1-1,2. 
20 b) on utilise 10 ml de lere preculture comme inoculum pour faire la seconde 

preculture dans un erlenmeyer de 250 ml contenu 40 ml de milieu sterile Zarrouk, 
place dans un incubateur Gallemkamp sous les conditions de culture utilisees pour la 
premiere preculture. Apres 5-7 jours de culture, on obtient 50 ml de seconde 
preculture avec une D.O. 560 * 1,2 -1,3. 
25 c) on ajoute a 200 ml de milieu sterile Zarrouk 50 ml de 2eme preculture 

pour commencer la troisieme preculture. Cette preculture est realisee dans un 
erlenmeyer d ! un litre place dans un incubateur sous les conditions de culture de la 
premiere preculture. Apres 5-7 jours de culture, on obtient 50 ml de troisieme 
preculture avec une D.O. 560 « 1,2 -1,3. 
30 d) Pour faire la 4eme preculture, on prepare 1 1 de milieu sterile Zarrouk dans 

un photobioreacteur sterile de 2 1. Puis on ajoute 250 ml de la 3 iTac preculture a ce 
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photobioreacteur place sous les conditions de culture de la premiere preculture. Le 
barbotage d'air enrichi a 1 % de C0 2 est regie au debit de 50-70 1 / 1 de culture / h. 
Apres 5-7 jours de culture, on peut obtenir 1 1 de la 4eme preculture avec une 
D.O. 560 « 1,2-1,4. 

5 2. Production d'une biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique en 
photobioreacteur (figure 4) 

a) on prepare 4 1 de milieu sterile Zarrouk dans un photobioreacteur de 7 1 en 
ajoutant 1 1 de quatrieme preculture comme Tinoculum prepare a l'etape l.d). La 
culture est realisee sous les memes conditions de culture que les precultures 

10 precedentes (D.O. 560 * 1,4 - 2,0 apres 5-7 jours de culture), avec une vitesse 
d'agitation d'environ 100 - 150 tours par minute. Le barbotage d'air enrichi a 1 % de 
COoest regie au debit de 50-70 1 / 1 de culture / h. 

b) on preleve 4 1 de culture dans le premier photobioreacteur en recompletant 4 1 
de milieu neuf sterile Zarrouk pour continuer a preparer la prochaine culture. Ensuite, on 

15 transfere sterilement 4 1 de cette culture vers le second photobioreacteur de 7 1 en 
supplemental en linoleate d'ammonium (a une concentration de 35 - 75 linoleate / 1) 
au milieu de la phase de croissance exponentielle pendant 4-6 jours. La culture est realisee 
sous les conditions suivantes : a 30°C, sous un eclairement de 75 a 100^E/m 2 /s, avec un 
cycle d'eclairement par 24 h de 8 - 12 h de lumiere blanche / 16-12 h dans I'obscurite 

20 apres la supplementation de linoleate. Simultanement, le barbotage d'air enrichi en 1 % 
C0 2 est regie au debit de 20-30 litres / 1 de culture / h apres la supplementation de 
linoleate et maintenu pendant 24 h pour eviter la formation des mousses a la surface du 
milieu de culture. On utilise le silicone 426R comme agent antimousse. La vitesse 
d'agitation est maintenue a environ 100 - 150 toure par minute. Puis le barbotage d'air 

25 enrichi a 1 % de C0 2 doit etre augmente et maintenu entre 50 et 70 1 / 1 de culture / h. 

c) apres 4-6 jours de culture, on recolte la biomasse dans les conditions 
decrites dans Texemple 1. 

Dans cet exemple, la culture a ete realisee avec une concentration cellulaire 
plus elevee. Ceci a permis de diminuer la duree de la production en augmentant le 
30 rendement de culture (de 2,4 a 2,6 g sec par litre). 
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3. Resultats 

Les spirulincs cultivees en photobioreacteur selon le procede de l'invention 
cpntiennent une quantite d'acide y-linolenique plus importante que celles cultivees en 
bassin. La proportion decide y-linolenique de la biomasse obtenue est d'environ 30-36 % 
5 des acides gras totaux (Tableaux 12 et 13). Le rendement de la culture en photobioreacteur 
est superieur a celui de la culture en bassin et atteint 1,78 - 2,2 g sec par litre. 

Tableau 12 : Composition lipidique ( % ) des spimlines cultivees en photobioreacteur 



pour obtenir les biomasses riches en y-linolenique 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


MGDG 


45,8 - 47,8 


45,1 


-47,0 


45,3 - 46,6 


43,1 - 44,8 


DGDG 


11,0-11,5 


11,3 


- 11,8 


11,0-11,5 


11,6 - 11,8 


PG 


18,0 - 18,5 


19,1 


-20,0 


19,0 - 19,3 


19,6 - 20,0 


SQDG 


21,4 - 22,2 


20,7 


-21,2 


22,4 - 22,6 


21,0-23,4 



Tableau 13 : Composition des acides gras totaux ( % ) des spimlines cultivees en 



photobioreacteur pour obtenir les biomasses riches en y-linolenique 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


A. palmitique 
(C16:0) 


29,7 


34,3 


34,0 


36,0 


A. palmitoleique 
(C16:l) 


1,2 


1,2 


1,3 


1,2 


A. stearique 
(C18:0) 


i 13 


1,4 


1,4 


1,3 


A. oleique 
(C18:l) 


3,5 


4,6 


4,5 


4 *> 


A. iinoleique 
(C18:2) 


28,3 


28,0 


28,6 


27,3 


A.y-linolenique 
(y-C18:3) 


36,0 


30,5 


30,2 


30,0 


ZC16/ZC18 


30,9/69,1 


35,5 / 64,5 


35,3 / 64,7 


37,2 / 62,8 
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EXEMPLE 4 - PROCEDE DE CULTURE DE SPIRULINES RICHES EN SULFOLIPIDES EN 

PHOTOBIOREACTEUR STERILE (FIGURE 5) 
1. Production d'une biomasse de spiruline riche en sulfolipides en 
photobioreacteur 

On a utilise les mcmcs souches que dans l ! exemple 1. 

a) la multiplication de souche est realisee par les 4 etapes indiquees a 
l'exemple 3.1. La preparation des precultures n ! est effectuee qu'une seule fois au debut 
de la production en masse. 

b) la preparation de 5 1 de culture dans le premier photobioreacteur de 7 1 est 
realisee par les etapes citees dans Texemple 3, 2), a). 

c) on preleve 4 1 dc culture du premier photobioreacteur en recompletant 4 1 
de milieu neuf sterile Zarrouk dans ce photobioreacteur pour continuer a preparer une 
autre culture. Ensuite, on transfere sterilement 4 1 de cette culture comme inoculum 
vers le second photobioreacteur de 7 1 en supplementant en linoleate d'ammonium (a 
une concentration de 35 - 75 linoleate / 1) pendant 5-7 jours, sous les conditions 
de culture suivantes : 

c.l) la premiere etape comprend 2 phases successives : 

- Phase 1 : la culture est maintenue a 30°C sous eclairement de 75 a 
100//E/m 2 /s, pendant 48 h. Simultanement, le cycle d'eclairement doit etre regie 
environ 8-12 h de lumiere blanche / 16-12 h dans l'obscurite par 24 h. En outre, le 
barbotage d'air enrichi en 1 % C0 2 doit etre abaisse et maintcnu au debit de 25-35 1 / 1 
de culture / h pendant 24 a 48 h. La vitesse d'agitation est maintenue a environ 100 - 
150 tours par minute. 

- Phase 2 : la culture est placee a 24°C, sous eclairement plus fort de 100 a 
125//E/m 2 /s pendant 48 h. Le cycle d'eclairement est d'cnviron 8-12 h de lumiere 
blanche / 16-12 h dans Tobscuritc par 24 h. Le barbotage d'air enrichi en 1 % de C0 2 
est augmente et maintenu au debit plus fort de 40-50 1 / 1 de culture / h pendant 48- 
72 h. La vitesse d ! agitation est maintenue a environ 100-150 tours / minute. 

c.2) dans la seconde etape, la temperature de culture est abaissee a 20-22°C, 
sous Teclairement 100 a 125 ^E/nr/s. Le cycle d'eclairement est d ! environ 12 h de 
lumiere blanche / 12 h dans Tobscurite pendant 72 - 96 h avant de recolter la 
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biomasse. Le pH est d'environ 9-10,5 pour optimiser la synthese de sulfolipide dans 
les cellules de spirulines. La culture est aeree par un melange d'air enrichi en 1 % de 
G0 2 au debit de 50-60 I / 1 de culture / h. La vitesse d'agitation est maintenue a 
environ 100 - 150 tours / minute. La duree de la deuxieme etape peut varier selon la 
5 souche cultivee. 

d) la biomasse riche en sulfolipides est recoltee par le procede de recolte 
indique dans Pexemple 1. Le schema de la production de spirulines riches en 
sulfolipides en photobioreacteur est presente dans la figure 5. L'augmentation de la 
concentration cellulaire initiale permet de reduire la duree de culture tout en 
10 augmentant le rendement de production (de 2,3 a 2,6 g sec / 1). 

2. Resultats 

Les spirulines produites en photobioreacteur par le procede selon l'invention 
contiennent une quantite importante de sulfolipides atteignant 39 - 43 % des lipides 
15 totaux (Tableaux 14 et 15). Le rendement de culture atteint de 1,65 a 2,1 g sec/1. 

Tableau 14 : Composition lipidique ( % ) des spirulines cultivees en photobioreacteur 
pour obtenir les biomasses riches en sulfolipides 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


MGDG 


33,8 - 34,9 


34,0- 


35,2 


36,8 - 37,3 


36,5 - 37,4 


DGDG 


9,8 - 10,8 


9,2- 


9,6 


8,9 - 9,2 


8,6 - 9,1 


PG 


11,0-11,3 


13,0- 


14,0 


12,4 - 12,8 


12,6 - 13,0 


SODG 


40,9 - 43,0 


39,8- 


41,2 


39,2 - 40,7 


39,0 - 40,5 
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Tableau 15 : Composition des acides gras totaux ( % ) des spirulines cultivees en 
photobioreacteur pour obtenir les biomasses riches en sulfolipides 





Sp. 8005 


Sp. maxima 


Sp. texcoco 


Sp. crater 


A. paimitique 
(C16:0) 


40,2 


41,3 


41,8 


41,5 


A. palmitoleique 
(C16:l) 


2,7 


2,6 


^ 4 


3,1 


-rv. Mean que 
(C18:0) 


^ o 


3,4 


3,2 


3,6 


A. oleique 
(C18:l) 


3,4 


3,7 


4,8 


4,5 


A. linoleique 
(C18:2) 


24,6 


23,7 


22,0 


21,7 


A.y-linolenique 
(y-C18:3) 


25,9 


25,3 


25,8 


25,6 


ZC16/ZC18 


42,9 / 57,1 


43,9/56,1 


44,2 / 55,8 


44,6/55,4 



EXEMPLE 5 : EFFET DE LA SUPPLEMENTATION ADDITIONNELLE EN GLUCOSE 

Spirulina piatensis PCC 8005 a ete cultivee en photobioreacteur dans le 

milieu de Zarrouk supplements en linoleate d'ammonium ou en linoleate 

d'ammonium et en glucose. 

La culture en photobioreacteur est realisee avec les conditions suivantes : 

- Les precultures en presence de glucose sont incubees dans Tobscurite sous 
agitation a 100 tours par minute pendant 10-14 jours a 30°C On utilise des 
erlenmeyers de 250 ml contenant 100 ml du milieu Zarrouk pour preparer ces 
precultures tandis que la culture mixotrophique est realisee dans un photobioreacteur. 
La concentration cellulaire initiale (DO 560 nm) est d'environ 0,5 - 0,8. 

- Puis, la culture en photobioreacteur est placee a 30°C sous eclairement 
continu de 50-lOOyuE/nr/s pendant 5-7 jours. Enfin, la culture est maintenue a 
30°C sous eclairement de 50-lOOyuE/nr/s avec 8 - 12 h de lumicre / 16 - 12 heures 
dans l'obscurite par 24 h pendant 5-7 jours. 

- La recolte de biomasse est realisee a la fin de la periode d ! obscurite. 
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Dans le cas de la supplementation de glucose, le glucose exogene a ete 
utilise comme source de carbone pour synthetiser des substances organiques dans les 
cellules de spiruline. La concentration optimale de glucose pour la culture 
mixotrophique est d'environ 2,5 a 3 g/1. Le rendement de culture augmente en 
fonction de l'augmentation de glucose dans le milieu (de 0,5 a 2,5 g/1), puis le 
rendement de culture s'abaisse legerement a une concentration de glucose exog&ie 
plus elevee (a partir de 5 g/1 jusqu'a 10 g/1). Le rendement de culture atteint 2,5 - 
2,7 g sec par litre. 

Les resultats sont rapportes dans les tableaux 16, 17 et 18 ci-apres. 

La teneur en lipides est environ 7,7 - 9,2 % du poids sec dans le cas de la 
supplementation simultanee en glucose et linoleate (tableau 16). Les cellules 
supplements soit en linoleate, soit en glucose et linoleate ont synthetise 
significativement MGIcDG (monoglucosyldiacylglycerol), precurseur de MGDG et la 
proportion de MGIcDG atteint 10,2 - 12,2 % des lipides totaux (tableau 17). 

En meme temps, la synthese d'acide y-linolenique a ete stimulee dans ces 
cellules et la teneur de cet acide gras atteint 35,8 % des acides gras totaux (tableau 18). 



Tableau 16 : Composition chimique generate (%) de Spirulina platensis PCC 8005 

cultivee dans le milieu Zarrouk supplemente en linoleate (35,7 {iMA) ou 
en glucose (2,5 g/1) & linoleate (35,7 fiM/l) a 30° 





+ Linoleate 


+ Glucose & linoleate 


Proteines 


55-60 


57-62 


Carbohydrates 


15-18 


15-19 


Lipides 


6,8 - 7,4 


7,7-9,2 


Sels mineraux 


7,0 - 12,0 


3,7 - 5,5 


Humidite 


7,0 - 8,0 


6-7 


Carotenoides 


0,20 - 0,29 


0,2 - 0,3 


Chlorophylle a 


0,7 - 0,8 


0,68 - 0,76 
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Tableau 17 : Composition lipidique chez Spirulina platensis PCC 8005 cultivee dans 
le milieu Zarrouk supplemente en linoleate (35,7 fiiMA) ou en glucose 
(2,5 g/1) & linoleate (35,7 fiMA) a 30° 



Conditions de culture 




Lipides polaires 


(%) 






MGlcDG 


MGDG DGDG 


PG 


SQDG 


- Sans supplementation 




31,5-33 15,7-17,3 


24,8-26,2 


24,8-26,6 


+ Linoleate 




45,8-47,8 11,0-11,5 


18,0-18,5 


21,4-22,2 


+ Glucose & linoleate 


11,6-12,2 


43,0-44,0 11,7-12,3 


13,0-13,6 


18,9-19,7 



5 Tableau 18 : Composition des acides gras totaux chez Spirulina platensis PCC 8005 
cultivee dans le milieu Zarrouk supplemente en linoleate (35,7 fiMA) ou 
en glucose (2,5 g/1) & linoleate (35,7 fiM/l) a 30°C 
Conditions de culture Acides gras totaux (%) 2C16/ZC18 



C16:0 C16:l C18:0 C18:l C18:2 Y C18:3 

-Sans supplementation 51,2 3,6 0,7 5,9 18,2 20,4 54,8/45,2 

+ Linoleate 29,7 1,2 1,3 3,5 28,3 36,0 30,9/69,1 

+ Glucose & linoleate 30,2 1,0 1,2 4,8 27,0 35,8 31,2/68,8 
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REVENDTCATTONS 

1. Procede de culture mixotrophique de spirulincs pour la production d'une 
biomasse riche en acides gras polyinsatures <o 6, en particulier en acide y-linolenique, 
et/ou en sulfolipides, caracterise en ce que ladite production comprend au moins une 

5 etape de culture des spirulines en presence de linoleate d'ammonium a une 
concentration comprise entre 30 et 90 /uM/1, de preference de 35 a_75 fiMA de milieu. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 1'etape de culture 
des spirulines en presence de linoleate d'ammonium est effectuee a une temperature 
comprise entre 20 et 35°C et sous un eclairement compris entre 50 et 125 pE/m 2 /s, de 

10 preference entre 75 et 100//E/m 2 /s. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le 
lineolate d'ammonium est ajoute au milieu de culture durant la phase de croissance 
exponent ielle, de preference au milieu de cette phase. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 pour la 
15 production d'une biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique, caracterise eh 

ce que la temperature est comprise entre environ 24°C et 35°C, avantageusement 
environ 30°C et 1'eclairement est compris entre 75 et 125//E/m 2 /s, avantageusement 
entre 75 et 100//E/m 2 /s. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 pour la 
20 production d'une biomasse de spirulines riche en sulfolipides, caracterise en ce que la 

temperature est de preference comprise entre environ 20 et 25°C, et Teclairement est 
compris entre 100 et 125 /xE/m 2 /s. 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
qu'on ajoute du glucose au milieu de culture, de preference pendant la phase de 

25 croissance exponentielle, a une concentration de l'ordre de 2 a 5 g/1, de preference de 
2>5a3g/l. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la supplementation 
en glucose est effectuee a une temperature d'environ 30°C, sous eclairement d'environ 
50-100/*E/m 2 /s. 

30 8. Procede selon Tune des revendications 2 a 7, caracterise en ce que 

1'eclairement est effectue selon un cycle alterne par 24 h d'environ 8-12 h de lumiere 
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blanche et 16 a 12 h dans robscurit6, dc preference 12 h de lumiere blanche et 12 h 
dans 1'obscurite. 

9. Procede selon Vunc quelconque des revendications 1 & 8, caracterise en ce 
que la biomasse de spirulines est produite en bassin ou en photobioreacteur sterile. 
5 10. Proc€d£ selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, pour la 

production en masse d'une biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique et/ou 
en sulfolipides caracterise en ce que les conditions de culture comprennent les 
conditions suivantes : 

- faire barboter 60 a 80 1 d'air enrichi a 1 % CCyi de milieu/h dans les 
10 precultures ; 

- maintenir le pH pendant la croissance du milieu de culture entre 8,5 et 
10,5, de preference de 9 a 10 ; 

- maintenir les concentrations en ions bicarbonate, phosphate et nitrate, 
adaptees aux besoins de la souche de spiruline au cours de la croissance, 

15 - maintenir la temperature de culture a 30°C en assurant un eclairement de 

100 a 125yUE/m 2 /s a raison d'environ 8 a 12 h de lumiere blanche et environ 16 a 12 h 
dans l'obscurite par 24 h pendant la croissance, de preference a raison d'environ 12 h 
de lumiere blanche et environ 12 h dans l'obscurite, puis abaisser Teclairement a 75 a 
100/zE/m 2 /s pendant la derniere phase de la production de biomasse. 

20 11. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, pour la 

production en bassin de biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique, 
caracterise en ce que la production de ladite biomasse comprend une etape de 
supplementation en linoleate sous eclairement de 75 a lOO^E/mvs, selon un cycle 
d f 6clairement alterne par 24 h d'environ 8 a 12 h de lumiere blanche et environ 16 a 

25 12 h dans l'obscurite, de preference a raison d'environ 12 h de lumiere blanche et 
environ 12 h dans l f obscurite, en maintenant la temperature a environ 30°C et en 
abaissant si necessaire le barbotage d ! air enrichi a 1 % de C0 2 a un debit de 30-40 1 / 1 
de culture / h pendant 24 h apres ladite supplementation. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 11 pour la 

30 production en photobioreacteur sterile de biomasse de spirulines riche en acide y- 
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linolenique, caracterise en ce que, apres ['incorporation dc linoleate d'ammonium, la 
culture est realisee dans les conditions suivantes : 

a) temperature de 28°C a 32°C, de preference environ 30°C ; 

b) Eclairement de 75 a lOOyttE/mVs selon un cycle d'eclairement alterne par 
5 24 h de 8 a 12 h de lumiere blanche / 16 a 12 h dans l'obscurite, de preference a raison 

d'environ 12 h de lumiere blanche et environ 12 h dans l'obscurit6, pendant 72 a 96 h ; 

c) barbotage d'air enrichi a t % de C0 2 avec un debit de 20 a 30 l/l de 
culture / h pendant 24 h apres la supplementation en linoleate d'ammonium. 

13. Proc6de selon Tune queiconque des revendications 1 a 10, pour la 

10 production en bassin de biomasse de spirulines riche en sulfolipides caractdrise en ce 
que la production de ladite biomasse comprend une etape de supplementation de 
linoleate d'ammonium, sous eclairement de 75 a lOOyuE/mVs a environ 30°C pendant 
48 h, puis de 100 a 125/*E/m 2 /s a environ 24°C pendant 48 a 72 h selon un cycle 
d'eclairement alterne d'environ 8 a 12 h de lumiere blanche et environ 16 a 12 h dans 

1 5 l'obscurite par 24 h, enfin, de 100 a 125 fiE/m 2 /s a environ 20-22°C pendant 72 a 96 h 
selon un cycle d'eclairement alterne d'environ 8-12 h de lumiere blanche et environ 
16-12 h dans l'obscurite, eventuellement avec un barbotage d'air enrichi a 1 % de C0 2 
a un debit de 25 1 / 1 de culture / h pendant 24-48 h apres la supplementation en 
linoleate d'ammonium, puis de 40-60 1 / 1 de culture / h pendant 48 a 96 h. 

20 14. Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 10 pour la 

production en photobioreacteur sterile de biomasse de spirulines riche en sulfolipides, 
caract6ris6 en ce que la production de ladite biomasse comprend une etape de 
supplementation de linoleate d'ammonium, sous eclairement de 75 a 100 jiE/m 2 /s a 
environ 30°C pendant 48 h, puis de 100 a 125^E/m 2 /s a environ 24°C pendant 48 h 

25 72 h selon un cycle d'dclairement alteme d'environ 8 a 12 h de lumiere blanche et 
environ 16 a 12 h dans i'obscurite par 24 h, enfin, de 100 a 125 ^E/m 2 /s a environ 20- 
22°C pendant 72 a 96 h selon un cycle d'eclairement alteme d'environ 8 a 12 h de 
lumiere blanche et environ 16 a 12 h dans Tobscurite, eventuellement avec un 
barbotage d'air enrichi a 1 % de C0 2 a un debit de 25 1 / 1 de culture / h pendant 

30 24-48 h apres la supplementation en linoleate d'ammonium, puis de 40-60 1 / 1 de 
culture / h pendant 48 a 96 h. 



NSDOCID: <WO 9915688A1_I_> 



WO 99/15688 



PCT/FR98/01977 



10 



15. Precede selon l'une quelconque des revendications 1 a 14, caracterise en 
ce que la souche utilisee est choisie panni Spirulina platensis, Spirulina maxima, 
Spimlina crater et Spirulina texcoco. 

16. Biomasse de spirulines riche en acide y-linolenique, caracterisee en ce 
que la proportion d'acide y-linolenique dans la biomasse par rapport aux acides gras 
totaux est d'au moins environ 25 % et la teneur en lipides totaux dans la biomasse est 
augmentee. 

17. Biomasse de spirulines riche en sulfolipides caracterisee en ce que la 
proportion desdits sulfolipides par rapport aux lipides totaux est d'au moins environ 35 %. 

18. Biomasse de spirulines riche en sulfolipides selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que la teneur en lipides totaux dans la biomasse est augmentee. 

19. Milieu de culture pour la culture mixotrophique de spirulines, ayant l'une 
des compositions suivantes : 



ZK(1) 

NaHC0 3 

NaCl 

KjHPO^ 

MgS0 4 , 7H.P 

KN0 3 

FeS0 4 

ou FeS0 4 , 7H 2 0 
H 2 0 



8.4 g 
5,0 g 
0,2 g 
0,2 g 

2.5 g 
0,01 g 
0,018 g 
1 litre 



ZK(2) 
NaHC0 3 

NaQ 

K 2 HP0 4 

NaNOj 

MgS0 4 , 7H 2 0 

FeS0 4 

H 2 0 



8.4 g 

4.5 g 
0,2 g 
3,0 g 
0,2 g 
0,01 g 
1 litre 



ZK(3) 




ZK(4) 




NaHC0 3 


8,4 g 


NaHCOj 


8,4 g 


NaCl 


5,5 g 


NaCl 


5,5 g 


K 2 HP0 4 


0,3 g 


(NH^COouCNH^O, 


0,1 g 


MgS0 4 , 7H 2 0 


0,2 g 


NH 4 H 2 P0 4 


0,1 g 


(NH 2 ) 2 COou(NH 4 ) 2 S0 4 


0,2 g 




0,2 g 


FeS0 4 


0,01 g 


MgS0 4 ,7H 2 0 


0,2 g 


H 2 0 


1 litre 


FeS0 4 


0,01 g 






H 2 Q 


1 litre 
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(DO = 0,3-0,5) 
(DO = 1-1,5) 



(DO = 1-1 ,4) 



Souche originale (500 ml) 

f 

1 ere preculture (1 litre) 



i 



2e preculture (5 litres) 



i 



3e preculture (25 litres) 



4e preculture (125 litres) 



5e preculture (250 litres) 



6e preculture (500 litres) 



7e preculture ( 1000 litre 



1 erlenmeyer de 2 L 



2 erlenmeyers de 5 L 



1 gaine de 75 L 



1 gaine de 150 L 



2 gaines de 150 L 



4 gaines de 150 L 



8 gaines de 150 L 
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Figure 2 



Phase 0 
Phase 1 



Phase 2 



Phase 3 



Phase 4 



Bassin de 45 m 3 



1 m 3 de preculture 



+2m 3 de milieu neuf ZK 



I 



72h, 30°C. 
100-125 ME/m2/ s 



+2m 3 de milieu neuf ZK 



72h. 30"i 
1 100-125 



c. 

ME/m 2 /s 



+5 m 3 de milieu neuf ZK 



72h, 30°c, 
100-125 ME/m 2 /s 



+5 m 3 de milieu neuf ZK 



72-96h. 30°C, 

100-125 ME/m 2 /s 
•4 



Bassin de 1 0 m 3 



^ecolte 



72-96h 



4 m 3 de culture 

30*c, + linoleate 
75-100 _______ 

ME/m2/ s (DO = 1,9-2,1) 
Phase 5 
(DO = 2,4-2,9) 



(DO = 1-1 ,4) 



(DO = 0,3-0,4) 
(DO = 0,5-0,65) 



(DO = 0,76-0,9) 



(DO = 1,0-1,2) 



(DO =1,3-1,8) 



Phase 4 



^ +4 m 3 de milieu neuf ZK 



SOOCID: <WO 9915688A1 I > 



WO 99/15688 



3/5 



PCT/FR98/01977 



Phase 0 



Phase 1 



Phase 2 



Phase 3 



Phase 4 



Phase 5 
(DO - 2,4-2,7) 



Phase 6 
(DO - 2,5-2,85) 



Figure 3 

Bassin de 45 m 3 



1 m 3 de preculture 



I 



+2m 3 de milieu neuf ZK 



72h, 30°C, 
100-125 ME/m2/s 



+2m 3 de milieu neuf ZK 



I 



72h. 30°C, 
100-125 pE/m 2 /s 



+5 m 3 de milieu neuf ZK 



72h, 30°C. 
100-125 ME/m 2 /s 



+5 m 3 de milieu neuf ZK 



72-96h, 30°C, 
100-125 ME/nrAs 



(DO = 1-1,4) 



(DO - 0,3-0,4) 
(DO - 0,45-0,55) 



(DO - 0,6-0,76) 



(DO ~ 0,86-0,98) 



(DO - 1 ,3-1 ,75) 
1 



Phase 4 



+4 m 3 de milieu neuf ZK 



4 m 3 de culture 
+ linoleate 



4m 3 de culture 
apres 96h 



Bassin de 12 m 3 
(DO =1,9-2,1) 

f (48h,30°C, 75-100 ME/m 2 /s) puis 

(48h, 24°C, 100-125 pE/m 2 /s) 

Bassin de 1 2 m 3 



+ linoleate 



I 



(72-96h, 20°C, 100-125 pE/m 2 /s) 



RECOLTE 
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Figure 4 



Preparation ( 
de Tinoculum 

(30°C, 100-125 

pE/m2/s ) 



Production de ^ 
biomasse 



2 ml de souche originate ( DO initiate = 0,3-0,5) 



1 0 ml de 1 ere preculture ( DO = 1 -1 ,2 ) 
dans 1 erlenmeyer 50 ml 

| (5-7j) 

50 ml de 2e preculture ( DO = 1 ,2-1,3 ) 
dans 1 erlenmeyer 250 ml 
| (5-7J) 

250 ml de 3e preculture ( DO = 1 ,2-1 ,3 ) 
dans un erlenmeyer 1 L 
f (5-7j) 

1 000 ml de 4e preculture ( DO = 1 ,2-1 ,4 ) 
dans 1 photobioreacteur 2 L 



(5-7j) 



5 L de culture dans 1 er 
photobioreacteur 7 L 



( DO = 1 ,4-2 ) 
(30°C, 1 00-1 25 /yE/m2/s, 5-7j ) 



5 L de culture 
supplementee en 
linoleate dans 2e 
photobioreacteur 7 L 



I 



( DO = 2,8-3,1 ) 
(30°C, 75-100A/E/m2/ s , 4-6j) 



Recolte de biomasse 
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Figure 5 



Preparation / 
de .''inoculum 
(30°C, 100-125 
*/E/m2/ s ) 



Production de 
biomasse 



2 ml de souche originate ( DO initiate = 0,3-0,5) 

\ 

1 0 ml de l ere preculture ( DO = 1 -1 ,2 ) 
dans 1 erlenmeyer 50 ml 

| (5-7j) 

50 ml de 2e preculture ( DO = 1 ,2-1 ,3 ) 
dans 1 erlenmeyer 250 ml 
|(5-7j) 

250 ml de 3e preculture ( DO = 1 ,2-1 ,3 ) 
dans un erlenmeyer 1 L 
f (5-7J) 

1 000 ml de 4e preculture ( DO = 1 ,2-1 ,4 ) 
dans 1 photobioreacteur 2 L 



(5-7j) 



5 L de culture dans 1 er 
photobioreacteur 7 L 



J 



( DO = 1 ,4-2 ) 
(30°C, 1 00-1 25 /jE/m 2 /s, 5-7 j ) 



5 L de culture 
supplementee en 
linoleate dans 2e 

photobioreacteur 7 L ( DO = 2,8-3,1 ) 

(30°C,75-1 00/vE/m2/ s ,48h 
24°C,1 00-1 25AyE/m2/ Sf 48h 
20-22°C,1 00-1 25/yE/m2/ s 
72-96h ) 
Recolte de biomasse 
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